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(57) Abstract 

The process of the invention comprises the following steps: (a) isolation and preparation of cells exhibiting antige n s, T H 
and B cell precursors from tumour-infiltrated people, those infected with procaryotic or eucaryotic exciters, especially vi- 




bonding to the antigen-activated T H and B ceil precursors of (b), and (e) cloning the activated B cells of (d). 
(57) 

Das erfindungsgemaSe Vcrfahren umfa&t folgende Verfahrensschrhte: (a) Isolierung und Aufberettung von antigenprasen- 
tierenden Zellen, TH-Zelrvoriaufern und B-ZellvorWufern aus tumorinfiltrierten, mil prokaryontischen oder eukaryontu^hen 
Erregera, insbesondere Viren, infizierten oder eine erbliche Krankheit aufweisenden Personen; (b) Aktivierung der Th-ZtII- 
vortaufer und B-Zellvorlfufer von (a) durch Anbindung an die antigenprasentierenden Zellen von (a); (c) botierung und 
Aufbereitung von B- Zellen a us tumorinfiltrierten, mit prokaryontischen oder eukaryontischen Erregera, insbesondere Viren, 
infizierten, eine erbliche Krankheit aufweisenden oder gesunden Personen; (d) Aktivierung der B- Zellen von (c) durch An- 
bindung an die antigenaktivierten T H -2eHvoriaufer und B-Zellvoriaufer von (b), und (e) Klonterung der aktivierten B-Zel- 
len von (d). 
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1 

HERFTELLUNGSVERFAHREN FUR HUMANE MONOKLONALE ANTIKORPER 

1 Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Verfahren zur 
Herstellung von humanen monoklonalen Antikorpern und ihre 
Verwendung. 

5 Der Nachweis von Tumorantigenen, bakter iellen- Oder viralen 
Antigenen sowie von durch Mutation veranderten humanen 
Pr oteinen , die im serum, im Urin Oder in Geweben des 
Menschen in extrem niedrigen Konzentrationen vorliegen, 
erfordert verfahren, die nicht nur sehr sensitiv, sondern 

10 auch hochspezif isch sind. Oblicherweise werden hierfur 

Verfahren, wie ein Radioimmunoassay (RIA), Enzymimmunoassay 
(EIA, ELISA) oder Immunf luoreszenzassay (IPA) verwendet. In 
ihnen werden Antigene durch ihre spezif ischen, indirekt 
markierten Antiseren nachgewiesen. Monoklonale Antikorper, 

15 die hier ebenfalls zum Nachweis von Antigenen verwendet 
werden, werden direkt oder auch indirekt markiert. 

Es hat sich nun allerdings gezeigt, dafl oftmals aus Tieren 
gewonnene Antiseren, insbesondere gegen Viren, nicht 
20 ausreichend sensitiv sind. Sie weisen dann haufig nur 

Antikorper gegen einige wenige der viralen Antigene auf. 
Auch ist es vielfach nur moglich, monoklonale Antikorper 
gegen einzelne, nicht aber gegen alle Antigene eines Virus 
aus immunisier ten Tieren zu erhalten. 

25 

Aufgrund solcher Erfahrungen versucht man nun auch 
Antikorper direkt aus B-Zellen von infizierten oder 
inf iltrierten Personen zu isolieren und zu klonieren. Die 
Gewinnung solcher humaner monoklonaler Antikorper erweist 

30 sich jedoch als auflerst schwierig. Bereits das permanente 
Inkulturhalten von humanen B-2ellen verursacht groOe 
Probleme. So werden Versuche beschrieben, humane B-Zellen 
durch Virustransf ormation zu immortalisieren . Auch werden 
humane B-2ellen mit Maus-Myelomzellen fusioniert. Bis jetzt 

35 erwiesen sich diese Versuche jedoch nicht als geeignet, urn 
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1 B-2ellen so 2u kultivieren, dafl humane monoklonale 
Antikorper hergestellt .werden konnten. 

Auch fiihrten Versuche, in denen chroraosomen aus von huraanen 
5 B-Zellen und Maus-Myelomzellen gebildeten Hybridomazellen 
isoliert und in Mi kroorganismen transf izier t wurden, nicht 
zur gewunschten Expression von humanen monoklonalen 
Antikorpern. 

10 Daruber hinaus ist zu bemerken, dafl in Versuchen mit 
Hybridomazellen generell die Gefahr besteht, dafl 
Chromosomenteile und somit auch Abschnitte von 
Immunglobulingenen verloren gehen. Unspezif isch bindende 
humane monoklonale Antikorper sind deshalb haufig die polge. 

15 

Im weiteren werden Versuche beschrieben, humane Antikorper 
rait definierten Antigen-Bindungsregionen her zustellen, d.h. 
Antikorper zu konstruieren, deren konstante und variable 
Regionen von humanen Antikorpern stammen, wahrend ihre 
20 Antigen-Bindungsregionen genau definiert und mittels 
Rekombination eingebracht werden. Solche chimaren 
Antikorper finden Anwendung in Patentschrif ten und 
relevanten Publikationen uber die der Her stellung 
potentieller AIDS- und Tumor -The rapeutika . 

25 

Zu bemerken ist allerdings, dafl bei der Klonierung von 
chimaren Antikorpern haufig chromosomenverluste auftreten, 
so dafl auch hier vielfach nur unspezif isch bindende humane 
monoklonale Antikorper erhalten werden. 

30 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, 
ein Verfahren bereitzustellen, durch das spezifische humane 
monoklonale Antikorper hergestellt werden konnen. 
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Er f indungsgemafl wird dies in einem Verfahren erreicht, das 
folgende Verf ahr ensschr itte umfafit: 

a) Isolierung und Aufbereitung von antigenprasentier enden 
Zellen, T-Helf er (T u )-Zellvoclauf ern und 

n 

B-zellvorlauf ern aus tumor inf iltrierten, rait 
prokaryontischen oder eukaryontischen Erregern, 
insbesondere Viren, inf izierten oder eine erbliche 
Krankheit aufweisenden Personen, 

b) Aktivierung der T-.-Zellvorlauf er und B-zellvorlauf er 

D 

von a) durch Anbindung an die antigenprasentier enden 
Zellen von a), 

15 c) Isolierung und Aufbereitung von B-zellen aus 
turaorinf iltrierten, mit prokaryontischen oder 
eukaryontischen Erregern, insbesondere Viren, 
infizierten, eine erbliche Krankheit aufweisenden oder 
gesunden Personen, 

20 

d) Aktivierung der B-zellen von c) durch Anbindung an die 
antigenaktivierten T„-Zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er 
von b) , und 

25 e) Klonierung der aktivierten B-Zellen von d). 

Im erf indungsgemaflen Verfahren werden antigenprasentier ende 
Zellen vorzugsweise aus der Pleuraf lussigkeit der 
angegebenen Personen isoliert. Dazu wird diese Plussigkei t 
JO mit einem Puffer, vorzugsweise Hanks, verdiinnt und 

zentrif ugiert . Die pelletierten Zellen werden dann in 
Medium, das hitzeinaktivier tes fotales Kalberserum enthalt, 
aufgenommen und inkubiert. 
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1 Vorzugsweise enthalt das Medium auch Stoffe, durch die- 
2ellen zur Proliferation angeregt werden. Als bevorzugte 
Stoffe werden dabei Fluoreszenzf arbstof f e verwendet, die aus 
den in der DE-OS 38 11 692 beschriebenen Farbstof f molekulen 
5 A und B erhalten werden. Unter dem Farbsto,:f molekQl A 

versteht man das Kondensationsprodukt von Flavoprotein, 
namlich jenes von Ribof lavin-5 '-raonophosphatnatriumsalz rait 
alpha-Liponsaure, das nach Zugabe von Jodacetamid und 
Dialysieren nach Destination zuruckbleibt . Als 
10 Farbstof fmolekul B versteht man das weitere 

Umsetzungsprodukt des Destination sruckstardes mit einer 
Reaktionslosung aus 

l,4-Bis(4-methyl-5-phenyl-2-oxazolyl)-benzol und p-Terphenyl 
in einem organischen Losungsmittel , dem Maleinsaur eanhydr id 

15 zugesetzt ist, und das nach mehrstundigera Stehen auf einen 

neutralen pH-Wert eingestellt und in ublicherweise gereinigt 
ist. zellen, die die angesprochenen Fluoreszenzf arbstof fe 
aufgenommen haben, erfahren nicht nur eine 
wachs turns-Stimulation, sondern werden auch 

20 f luoreszenzmarkiert und somit unter dem Mikroskop erkennbar. 
Br f indungsgemaO werden die angesprochenen 
Fluoreszenzf arbstof fe bevorzugt gekoppelt , beispielsweise 
mit Proteinen oder Peptiden, eingesetzt. sie werden dann als 
carr iergebundene Fluoreszenzf arbstof fe bezeichnet. 

25 

Zellen, die sich bei der Inkubation mit dem angesprochenen 
Medium nicht festsetzen, werden durch mehrmaliges Waschen 
entfernt und von den adharenten zellen werden 
kontaminierende Fibroblasten, Makrophagen und Mesothelzellen 
30 abgetrennt. Aus f luoreszenzmarkier ten antigenprasentier enden 
Einzelzellen werden schliefllich Klone herangezogen. Dazu 
wird ein serumfreies, die Proliferation 

antigenprasentier ender zellen forderndes Medium (nachstehend 
als serumfreies, ant igenst imulierendes Medium bezeichnet) 
35 verwendet. Als Medium kann hierfur beispielsweise das 
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1 

handelsiibliche Basismedium IMDM (Iscoves modified Dulbecco 
medium) ohne L-Glutamin herangezogen werden. Diesem Medium 
werden Faktoren wie TCGF (Interleukin 2) und GM-CSF 
5 (Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulier ender Faktor) 
zugegeben. 



Im er f indungsgemafien Verfahren werden T u -Zellvorlauf er und 

n 

B-Zellvoriauf er vorzugsweise aus Venenblut der angegebenen 
10 Personen isoliert. Die Zellen werden dabei durch mehrere 
Zentrif ugationsschritte gesammelt und auf mit 
Blutgruppenseren und GM-CSF (vorstehend angegeben) 



15 



20 



25 
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1 beschichteten Petrischalen ausplattiert . Nicht-adharente 

Zellen wetden ausgewaschen, wahrend die f estsitzenden Zellen 
in serumfreiem, antigenstimulier enden Medium (vorstehend 
angegeben) resuspendier t und aufbewahrt werden. 

5 

Die T„-Zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er werden durch 

Anbindung an die antigenprasentierenden Zellen aktiviert. 

Die Aktivierung verlauft in drei Phasen. Nach der Anbindung 

der T^-Zellvorlaufer und B-Zellvorlauf er an die 
□ 

0 antigenprasentierenden Zellen wird IL-1 (Interleukin 1) 

gebildet. Dies fuhrt zusammen mit der Stimulierung durch das 
Antigen zur Ausbildung von IL-2 Rezeptoren auf den 
T„-Zellvorlaufern. T u -Zellvorlauf er werden zur 
Preisetzung von IL-2 angeregt, wodurch die Proliferation der 

5 antigenaktivierten B-zellvorlHuf er induziert wird. 

Er f indungsgeraafl werden T^-Zellvorlauf er und 
B-Zellvorlauf er vorsichtig mit f luoreszenzmar kier ten 
antigenprasentierenden Zellen gemischt und inkubiert. 

0 Nicht-adharente Zellen werden ausgewaschen, wahrend die 
f estsitzenden Zellen in seruraf reies, die Proliferation 
antigenprasentierender zellen nicht-f order ndes Medium 
(nachstehend als serUraf reies, nicht-antigenstimulierendes 
Medium bezeichnet) Sberfuhrt und in diesem inkubiert werden. 

15 Als Medium kann beispielsweise das handelsubliche 

Basismedium IMDM (Iscoves modified Dulbecco medium) ohne 
L-Glutamin verwendet werden. Diesem Medium- werden paktoren 
wie LAF (Interleukin 1), TRP (T-cell replacing factor), und 
GM-CSF (vorstehend angegeben) zugegeben. Unter kurzer 

JO Einwirkung von UV-Licht und der Wegnahme des COj-Druckes 
werden die antigenaktivierten T H -Zellvorlauf er und 
B-zellvorlauf er von den antigenprasentierenden zellen 
abgelost. AnschlieOend werden die antigenaktivierten 
zellvorlauf er abzentrif ugier t und in serumfreiem, 

J5 nicht-antigenstimulierenden Medium (vorstehend angegeben) 
resuspendier t und aufbewahrt. 
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1 2ur Aktivierung von B-Zellen werden diese an die 

antigenaktivierten T H -Zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er 
angebunden. Die B-Zellen reifen dann zu 
antikorperproduzier enden(-sezernierenden) zellen 

5 (plasmazellen) aus. Reife B-Zellen konnen dabei von unreifen 
B-Zellen durch Inkubation mit einem gegen ihr 
Oberf lachenimmunuglobulin gerichteten Aritikdrper 
unterschieden werden. Reife B-Zellen synthetisieren ihr 
Oberf lachenimmunuglobulin innerhalb von 24 h neu, wahrend 
10 unreife B-Zellen dazu nicht in der Lage sind. 

Erf indungsgemafl werden B-Zellen vorzugsweise aus Venenblut 
der angegebenen Personen isoliert. Die Zellen werden 
gewaschen, in serumf reiem, nicht-antigenstimulierenden 

15 Medium, dem vorzugsweise zur Prolif erations-Stiraulierung der 
Zellen der vorstehend angegebene Pluoreszenzf arbstof f 
zugegeben wird, inkubiert, anschlieflend zentrif ugier t und 
gewaschen. Die pelletierten Zellen werden erneut in gleichem 
Medium aufgenommen und vorsichtig mit antigenaktivierten 

20 T^-Zellvorlaufern und B-Zellvorlauf em gemischt und dann 
inkubiert. Durch das Einwirken von UV-Licht und dem 
co 2 -Druckabf all werden die antigenaktivierten 
vorlaufer zellen abgelost. Sie werden abzentr if ugier t, 
wahrend die f estsitzenden aktivierten B-Zellen mehrmals in 

25 Medium gewaschen, zentrif ugier t und erneut in Medium 

resuspendiert werden. Die aktivierten B-Zellen werden dann 
in Tupfel von Mikrotiterplatten eingebracht und inkubiert. 
Die Platten werden zentrif ugiert und nachdem Makrophagen und 
restliche Zellvorlauf er entfernt sind, werden die 

30 aktivierten B-Zellen nochmals mit dem vorstehend angegebenen 
Pluoreszenzf arbstof f markiert und 8 Tage inkubiert. Alle 
zwei Tage wird die Antikorperproduktion uberpruft. Dazu . 
werden die Oberstunde der Tupfel getestet. B-Zellen, deren 
Oberstande positiv sind, werden FreGzellen oder Makrophagen 

35 zugegeben, wodurch die B-Zellen zur Proliferation angeregt 
werden. Hach Ausdif f erenzierung zu antikorpersezernierenden 
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1 Plasma2ellen werden diese kloniert. Dazu werden die in den 
positiven Oberstanden vorliegenden Zellen vereinzelt und 
kultiviert. 

5 Das er f indungsgemafle Verfahren ermoglicht es r humane 
monoklonale Antikorper herzustellen, ohne daB dabei 
Rekombinations- oder Zellf usionsver fahren angewandt werden 
muBten. So konnen die bei diesen Verfahren oftmals 
eintretenden Chromosomenverluste vermieden werden, wodurch 
10 auch die damit verbundene Gefahr , unspezif isch bindende 
Antikorper zu erhalten, ausgeschiossen werden kann. 

Das erf indungsgemafle Verfahren weist fetner den groflen 
Vorteil auf, dafl nicht wie ublich Antik5rper nur von einer 
15 begrenzten Zahl ver schiedener , reifer humaner B-Zellen ■ 
{Plasraazellen) erhalten werden, sondern dafi durch die 
Verwendung von T u -Zellvorlauf ern und B-Zellvorlauf ern noch 

n * 

das Gesamt-Potential aller in einer Person noglicher 
AntikSrpervariationen ausgenutzt werden kann. Die 
20 Moglichkeit verschiedenste Antikorper zu erhalten, 1st damit 
gegeben. So gelang es beispielsweise auch Antikorper gegen 
das HIV-Oberf lachenprotein gp 120 und seinen Vorlaufer gp 
160 zu isolieren. 

25 Erf indungsgemafl hergestellte hunane monoklonale Antikorper 
besitzen wie bereits angesprochen die pahigkelt, spezifisch 
zu binden. Sie eignen sich also zura Nachweis ganz spezieller 
Antigene und damit zur Diagnose von Tumor-, erblichen Oder 
durch prokarybntische oder eukaryontische Erreger, 

30 insbesondere Viren, hervorgeruf enen Erkrankungen. Als virale 
Erkrankungen sind dabei besonders AIDS, Multiple Sklerose 
und Alzheimer ische Krankheit gemeint, wahrend als 
Tumorerkrankung insbesondere das Kleinzellen-Lungenkarzinom 
angesprochen ist. 
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1 Erf indungsgemaO hergestellte humane monoklonale Antikorper 
eigenen sich dariiber hinaus auch fur therapeutische 
Maflnahmen, da aufgrund fehlender wirtsfremder Deter minanten 
in behandelten Patienten keine gegen die er f indungsgemafl 

5 hergestellten Antikorper gerichtete Antikorperproduktion 
stattf indet . 

Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

10 

Beispiel 1 

Herstellung eines Fluoreszenzf arbstof f es. 

15 Die kristallinen Parbstof f molekule a und B gemafl DE-OS 38 11 
692 (Seite 2 und Anspruch 1) wer den getrennt in PBS Puffer 
im Ultraschallbad bis zur klaren Losung behandelt. Je 4 nrool 
der Parbstof fmolekule A und B wer den in 

100 ml einer 0,1 n HCl unter tropfenweiser zugabe einer 

20 l%igen NaN0 2 -Losung unter standigera Ruhren bei 4°C 
diazotier t. 

Zur Vermeidung eines Oberschusses von HN0 2 wird das 
Reaktionsgemisch mit Starke-Jodid-Teststreif en kontrollier t . 
25 Liegt freies HN0 2 vor, zeigt der Teststreifen eine 
blau-schwarze parbung. 

Nach Beendigung der Reaktion wird das Farbstof f-Kon jugat 1 h 
bei 4°C dislysiert und steril filtriert. 

30 

Der gebrauchsf er tige Fluoreszenzfarbstof f wird auf pH -7,5 
eingestellt und im Kiihlschrank aufbewahrt. 
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1 Beispiel 2 

Hersteilung von carriergebundenem Pluoraszenzfarbstof f. 

5 Durch Kopplung des gebrauchsf ertigen Pluoreszenzf arbstof fes 
von Beispiel 1 mit Proteinen, Peptiden oder anderen 
Substanzen wird ein carriergebundener Pluoreszenzf arbstof f 
erhalten. 

10 Die Kopplungsreaktion wird bei 4°C und einem pH-Wert von 9,0 
durchgefQhrt. 

Von einera Protein mit einera Molekulargewicht von 155.000 
(IgG) werden 0,08 ramol zur Kopplung benotigt. Diese 
Proteinmenge wird in 100 ml Borat-Puf f er , oder als 

15 Alternative in Carbonat-Puf f er, pH -9,0 unter leichtera 

RQhren gelost und der gebrauchsf ertige Pluoreszenzf arbstof f 
von Beispiel 1 langsan unter standiger pH-Kontrolle und 
leichtera RQhren an der innenwand des Reaktionsgefafles 
ablaufend der Proteinlosung zugegeben. Nach beendeter Zugabe 

20 wird die Reaktionslosung 2 h bei 4°C unter haufiger 

pH-Kontcolle geruhrt. Ober Nacht wird die Reaktionslosung iro - 
KQhlschrank stehengelassen und danach 12 h gegen 5 - 7 L 
0,15 M NaCl dialysiert. Nach AbschluO der Dialyse wird der 
pH-Wert auf 7,5 eingestellt. 

25 

Die Kopplung kann alternativ auch raittels einer 
Gleichgewichtsdialyse vorgenoraraen werden. zwei 
Dialysekammern rait unterschiedlichen Membranen werden mit 
einera dazwischenliegenden Membranf ilter Zusaramengef ugt und 
30 luftdicht verschiossen. 

In die Karamer, der en Membra n, die Diffusion des 

gebrauchsf ertigen Pluoreszenzf arbstof fes, nicht aber die des 
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1 Proteins odec Peptides erlaubt, wird die Proteinlosung 

eingebracht, in die andere Kammer der gebrauchsf er tige 
Fluoreszenzf arbstoff . 

5 Das Gleichgewicht ist erreicht, wenn die Konzentration des 
freien Proteins auf beiden Seiten gleich ist. Die Messung 
von f reiem und gebundenem Protein erfolgt im Pluororoeter. 
Die Absorptions- und Emissionsspektren zeigen freie und 
gebundene Proteinmengen auf. 

0 

Hyaluronidase (MG 89.000) stellt einen wichtigen 

Dif f usionsf ak tor zuro Einbau von Proteinen, Peptiden und 

anderen Substanzen in lebende Zellen dar. 

In 100 ml gebrauchsf ertigen Pluoreszenzf arbstoff von 

5 Beispiel 1 wird 1 ml geloste Hyaluronidase (in 0.9 % Naci) 
pipettiert. Dann wird das Reaktionsgemisch 10 min bei 37°C 
stark geruhrt, auf 4 W C abgekuhlt, dialysiert und auf pH -7,5 
eingestellt. piir den Zelleinbau werden bestimmte Proteine, 
Peptide oder andere Substanzen mit dem gebrauchsf ertigen 

0 Pluoreszenzf arbstoff von Beispiel 1 gekoppelt. Die 
Einfuhrung in die zellen erfolgt nach den 
Anwendungsvorschrif ten "Gen Pulser -Transf ektionsgerSt , 
Bio-Rad-Lab. , Richmond, CA.# USA. 

5 

Beispiel 3 

Isolierung und Aufbereitung ant igenpr asen tier ender Zellen 
aus humaner Pleuraf lussigkeit . 

0 

Pleuraf lussigkeiten von Tumor- oder HIV-Patienten werden zur 
Gewinnung antigenprasentier ender Zellen verwendet. 
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1 Die Pleuraf liissigkeit wird zentrif ugiert und der echaltene 
Zellniederschlag mit modifzierter Hanks Losung gewaschen, 
zentrif ugiert und zu 3 ml Aliquots abgefQllt. 

5 Die praparierten Zellen (Aliquots) werden im Medium M 199, 
das mit 2%igem hitzeinakti vierten fotalen Kalberserura und 
lOO^ul Pluoreszenzf arbstof f (von Beispiel 1) erganzt ist, 
resuspendiert und dann in Kulturflaschen Gber f Qhr.t und 24 h 
kultiviert. Danach werden nicht-adhSrente zellen 
10 ausgewaschen und festsitzende mar kier te Zellen mit 0,25 M 
EDTA, pH - 7,5 behandelt, urn kontarainier ende Pibroblasten, 
Hakrophagen und Mesothel zellen zu entfernen. 

Spezif ische Zellen werden dann in serumf reies, 
15 antigenstimulierendes Medium uberf Bhrt. Bs handelt sich um 
das Basismedium - IMDM (Iscoves modified Dulbecco medium), 
ohne L-Glutamin, das mit Paktoren wie 1 o/ml TCGP, 
O.l^ul/ml GM-CSP und 10^ul/ml Pluoreszenzf arbstof f (von 
Beispiel 1) erganzt wird. Die erhaltenen 
20 fluoreszenzmar kier ten Klone werden in lOO^ul Aliquots in 
flussigem Stickstoff eingelagert. 



Beispiel 4 

25 

Isolierung und Aufbereitung humaner T„-Zellvorlauf er und 
B-Zell-Vorlauf er . 

T„-zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er werden nach dem 
30 bekannten "buffy coat*-Verf ahren aus heparinisiertem 

Venenblut von virusinf izierten oder tumorinf iltrierten 
Personen mit handelsilblichen Zentrif ugationsmedien isbliert, 
gewaschen und in mit humanen A und B Blutgruppenseren 
beschichteten Petrischalen 6 h in feuchter Kammer bei 37°C 
35 inkubiert. Die Petrischalen waren zusatzlich mit GM - CSF 
(100/Ul 1:10 und 100 ,ul 1:500) 
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1 beschichtet, wobei das Volumen dem der Verwendung von 

Bltitgruppenser en entsprach. 

Nicht adharente Zellen werden ausgewaschen und die 
5 fcstsitzenden Zellen bis zur Wieder verwendung in 

serumfreiem, antigenstimulierenden Medium (siehe Beispiel 3) 
resuspendiert und im Kuhlschrank aufbewahrt. 

10 Beispiel 5 

isolierung und Aufbereitung humaner B-Zellen. 

B-zellen von HIV-inf izierten Oder tumor inf iltr ierten 

15 Personen werden nach dem bekannten 

Ficoll-Hypaque-Gradientenzentrif ugations-Verf ahren isoliert, 
gewaschen und 1 h bei 37°C unter Zugabe von lOO^ul 
Fluoreszenzfarbstof f von Beispiel 1 in serumfreiem, 
nicht-antigenstimulierenden Medium inkubiert. Es handelt 

20 sich urn das Basismedium-IMDM (Iscoves modified Dulbecco 

medium), obne L-Glutamin, dem Faktoren wie 1 O/ml 

LAF, l / ul/ml TRF , 0,l^ul/ml GM-CSP und 10^ul/ml. 
Fluoreszenzfarbstof f (von Beispiel 1) zugegeben werden. 
Anschlieflend wird 5 min bei 500 g zentrif ugiert . 

25 

Der Zellniederschlag wird im Medium resuspendiert und die 
zellsuspension wird dann auf 2xl0 6 Zellen/ml eingestellt 
und aufbewahrt. Bei 9 - 20 % Fluoreszenzf arbstof f im Medium 
werden zellzahlen von 4.85 x 10 6 bis 5.36 x 10 6 Zellen 
30 erreicht. Farbstof f konzentrationen unterhalb von 50 % haben 
keinen negativen Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zellen. 

Beispiel 6 

35 Anbindung humaner ant igenprasentier ender Zellen an humane 
T..-Zellvorlauf ec und B-Zellvorlauf er . 
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1 lOO^ul f luor eszenzmar kier te ant igenprasen tier ende zellen 

werden mit 100 ,ul T„-Zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er 
gemischt und 60 min bei 37°C und 5 % C0 2 inkubiert. Danach 
werden nicht-adharente Zellen ausgewaschen . Dis 
5 festsitzenden Zellen werden in serurafreies, nicht- 

antigenstimulierendes Medium (siehe Beispiel 5) uberfBhrt, 
90 min bei 40°C inkubiert und dann zentrif ugiert . Unter 
kurzer Einwirkurig von OV-Licht und Luf tdruckschwankungen 
losen sich die antigenprasentierenden Zellen vollstandig von 
10 den antigenaktivier ten T u -Zellvorlauf em und 
B-Zellvorlauf ern ab. 

Nach einer Zentrif ugation werden die antigenaktivierten 
Zellvorlaufer in serurafreiem, antigenstiraulier enden Medium 
15 (siehe Beispiel 3) resuspendier t und bis zu ihrera Gebrauch 
auf bewahrt . 

Beispiel 7 

20 

Anbindung antigenaktivier ter humaner T u Zellvorlauf er- und 
B-zellvorlauf er an humane B-Zellen 

B-Zellen werden, wie in Beispiel 5 beschr ieben, vorbehandelt • 
25 50yUl f luor eszenzmar kier te, antigenaktivier te 

T H -Zellvorlaufer und B- Zellvorlaufer werden rait 50^ul 
vorbehandelte B-zellen vorsichtig- gemischt und 60 min bei 
37°c und 5 % C0 2 inkubiert. Nichthaf tende zellen werden 
mit serumfreiem, nicht-antigenstiraulierenden Medium (siehe 
30 Beispiel 5) ausgewaschen. Adharente Zellen werden in 

serumfreiem, nicht-ant igenstimulierendem Medium 90 min 



35 
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1 bei 40°C und 5 % C0 2 inkubiert. Anschl ieflend findet eine 

kurze Einwirkung von UV-Licht (360-420 nm) und ein 
Druckabfall statt. Die ant igenaktivier ten, T H -Zellvor lauf er 
und B-Zellvorlauf er werden vollstandig von den B-Zellen 

5 abgelost. Aus dem Oberstand werden die antigenaktivierten 

T u -Zellvorlauf er und B-Zellvorlauf er abzentrif ugier t . 

Nachdem ferner Makrophagen und restliche Zellvorlauf er 

entfernt sind, werden die B-Zellen nochraals roit lOO^ul des 

Pluoreszenzf arbstof f es (von Beispiel 1) markiert, dann 

10 aliquotiert und bei -20°C bis zu ihrem Gebrauch eingelagert 

9 

oder in Tupfel von Mi krotiterplatten (1x10 Zellen/ral und 
2xl0 9 Zellen/ml) uberfuhrt und 8 Tage bei 37°C und 5 % 
C0 2 inkubiert. Alle zwei Tage wird die Ant ikorperbi ldung 
uberpriif t . 

15 

Nach Stimulation durch Freflzellen oder Markophagen 

prolif er ieren die B-Zellen und differ enzieren als Klone zu 

antikorpersezernierenden Plasmazellen aus. 

20 

Beispiel 8 

Klonierung der antikorpersezernierenden Plasmazellen 

25 Alle Tupfel mit positivem Oberstand werden gesammelt. Je 
nach Wahl werden 10 FreBzellen/ml oder 4x10 
Makrophagen/ml in die Tupfel der Mi krotiterplatten 
eingebracht. Die im positiven Oberstand vorliegenden zellen 
werden gezahlt. Fiir die Klonierung sind 10^ Zellen 

30 ausreichend. 



35 
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1 30 Zellen werden in 1 ml Medium von Beispiel 7 suspendiert 
und dann in 0,1 ml Aliquots ausplattier t. Die restlichen 
zellen werden auf 10 zellen/ml und dann so welter bis 3 
Zellen/ml eingestellt. Alle in Tupfeln verteilten zellen 

5 werden bei 37° C in feuchter Kammer inkubiert. 

Aufbereitung von humanen Freflzellen und Makrophagen. 

20 ml Frischblut werden mit serumfreiem, 
10 nicht-antigenstimulierenden Medium (siehe Beispiel 5) 

verdunnt und nach bekannten Verfahren mit Picoll 15 min bei 
500 g zentrif ugiert. Rote Blutzellen und Polymorphe befinden 
sich dann am Rdhrchenboden. Periphere einkernige Blutzellen, 
so auch Monozyten liegen in dec zwischenphase. Diese phase 
15 wird vorsichtig abgesaugt und mit demselben Vo lumen an dem 
Medium von Beispiel 5 versetzt und 5 min bei 500 g 
zentrif ugiert . Der Zellniederschlag wird dann im Medium 
resuspendiert, gezahlt und auf 3xl0 7 Zellen/ml 
eingestellt. Das Gesamtvolumen sollte 10 ml nicht 
20 uberschreiten. Diesem wird 1 ml Pluoreszenzf arbstof f von 
Beispiel 1 zugegegeben. Die zellen werden dann mit Medium 
verdunnt und mit 5x10 Zellen/Tupf el ausplattier t . 

25 Beispiel 9 

Aktivitatstest von er f indungsgemafl hergestellten 
HIV-Antikorpern gp 120/160. 

30 Seren von 5 seropositiven/viruspositiven Patienten, 5 

seropositiven/virusnegativeh Patienten und 5 Normalpersonen 
werden isoliert und aufbereitet. 
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1 jeweils 200 ^ul aus diesen 15 Humanseren werden in je 3 
Reihen einer mit HIV-Antigen beschichteten kommer ziellen 
Mikrotiterplatte pipettiert und 1 h bei RT inkubiert und 
dann gewaschen. Jeweils 50^ul unver dtinnter , 1:100 
5 verdiinnter, 1:500 verdiinnter und 1:1000 verdiinnter 

f luoreszenzmarkierter HIV-Antikorper gp 120/160 werden 
zugegeben, bevor 1 h bei RT inkubiert und dann gewaschen 
wird. Nach Zugabe von lOO^ul Block ierungslosung 
(Sterilmolke) wird die Mikrotiterplatte 15 inin 
10 stehengelassen, dann gewaschen und gemessen. 

Auswertung: 

Fur die Auswertung von Ergebnissen im unteren Normalber eich 
bieten sich folgende Auswertungen an: 
15 Regressionsmethode - einfach linear und die gerichtete 
lineare Regression, 

Splite Interpolation und polygonale Interpolation. 



20 



Gerat-Enzyrareader Behr ingwerke, 410 nm. 

Ber echnungsbeispiel : negative Kontrolle 0.050 

positive Kontrolle 0.600 
(0.050 + 0.600/2) » 0.325 

25 Absorptionsratio: weniger als 2,5 negativ 

zwischen 2.5-5 Annahme von HIV-AK 

bis low-level 
grofler als 5-11 high level 

30 Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 

Mittelwert der 5 Seren der Norraalpersonen: 0.058 

Mittelwert der 5 seropositiven/viruspositiven seren: 2.7 

Mittelwert der 5 seropositiven/virusnegativen Seren: 1.85 

35 
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1 Beisplel 10 

immuncytochemischer Assay 

5 zellen werden mit einem nicht mar kier ten Antikoprer 

reaktiviert, gewaschen, in chamber slides transferiert und 
auf dtinn aufgetragenes Medium (von Beisplel 3) angesetzt und 
fixiert. Die zu untersuchenden Zellen werden mit 50^ug/ml 
L-Lysin oder mit carriergebundenero Fluor eszenzfarbs toff (von 

10 Beispiel 2) vorbehandelt. Ein Oberschufl der L-Lysin 

Bindungskapazitat wird nach 10 Minuten mit 1 bis 2 Tropfen 
(25^ul bis 50^ul) Block ierungslosung (sterile Molke) 
verhindert. Anschliefiend werden die Zellen mit Medium 
gewaschen, eine stunde in feuchter Kammer mit einem 

15 erf indungsgemafl f luoreszenzmar kier ten Antikorper oder mit 
einem nach flblichen Verf ahren markierten Antikorper bei rt 
oder 37°C inkubiert (die Inkubationstemperatur hangt von der 
Art des Antikorper s ab), danach wieder mit' Medium gewaschen 
und unter dem Mikroskop in den chamber slides untersucht. 

20 

Beispiel 11 

Direkte und indirekte Membran-Immunf luoreszenz 

25 

Mit den Verfahren der direkten und indirekten 
Membran-Immunf luoreszenz kann Biopsie-Mater ial, insbesondere 
Lymphknoten, sofort untersucht werden. 

30 Pur das direkte Test-Verf ahren werden frische humane 
Lymphknoten mit einem Tropfen eines erf indungsgemafl 
f luoreszenzmar kier ten und zusatzlich komplementverstar kten 
humanen monoklonalen Antikdrpers beschickt , 10 Minuten 
inkubiert und mit physiologischer , steriler Kochsalzlosung 

35 gewaschen. 
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1 Beim indirekten Test-Verf ahren werden erf indungsgemafl 
herges tellte, jedoch keine Pluoreszenz aufweisende, 
komplementverstarkte, humane monoklonale Ant ikorper mit 
f luoceszenzmarkier tern Anti-Ig sichtbar gemacht. 

5 
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1 patentansprucne 

1. Verfahcen zur Herstellung von humanen monoklonalen 
Antikorpern, gekennzeichnet durch folgende 
5 Verf ahrensschritte: 

a) Isolierung und Auf ber eitung von antigenprasentierenden 
Zellen, T„-Zellvorlauf ern und B-Zellvorlauf ern aus 

H 

tumor infiltriec ten, nit prokaryontischen Oder 
10 eukaryontischen Erregern, insbesondere Viren, infizierten 

Oder eine erbliche Krankheit aufweisenden Personen, 

b) Aktivierung der Ty-Zellvorlauf er und B-ZellvorlSu£er 
von a) durch Anbindung an die antigenprSsentierenden 

15 Zellen von a), 

c) isolierung und Aufbereitung von B-Zellen aus 
tumor inf iltr ierten, mit prokaryontischen oder 
eukaryontischen Erregern, insbesondere Viren, 

20 infizierten, eine erbliche Krankheit aufweisenden Oder 

gesunden Personen, 



d) Aktivierung der B-Zellen von c) durch Anbindung an die 
antigenaktivierten T„-Zellvorlaufer und B-Zellvorlaufei 

n 

25 von b), und 

e) Klonierung der aktivierten B-Zellen von d). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl 
30 die antigenprasentierenden zellen aus der 

Pleuraf lUssigkeit und die T u -ZellvorlSuf er, 

a 

B-zellvorlauf er und B-Zellen' aus Venenblut isoliert 
werden. 



35 
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1 3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet , 
dafl die Aufbereitung der isolierten 

antigenprasentierenden Zellen und der isolierten B-zellen 
eine Prolif erations-stimulierung der Zellen umfaflt. 

5 

4. Verwendung der nach dem Verfahren von Anspruch 1 
hergestellten huraanen monoklonalen Ant ikor pern zur 
Diagnose bei Tumor- , erblichen Oder durch prokaryontische 
Oder eukaryontische Brreger, insbesondere Viren, 
10 verursachten Erkrankungen. 
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